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WE: 标本 DNA 是 十 分 重要 的 遗传 资源 。 在 生物 的 起 源 及 进化 研究 中 ， 上 应 用 越 来 越 广泛 。 详 细 介 绍 了 标 
本 DNA 的 特性 、 提 取 方 法 、 扩 增 、 测 序 、 王 别 、 时 限 及 已 经 取得 的 一 系列 成 果 ， 并 对 其 中 存在 的 问题 进行 了 分 


析 和 评述 。 


Xi: 标本 DNA. 提取 ; WH 
中 图 分 类 号 : Q52, Q349 


DNA 不 仅 是 主要 的 遗传 物质 ,也 是 生物 进化 史 
的 重要 记录 者 。 在 过 去 的 30 年 里 ,DNA 序列 分 析 
是 研究 物种 遗传 变异 的 重要 信息 来 源 ,已 经 成 为 生 
物 系统 与 演化 研究 中 最 重要 和 最 热门 的 工具 之 一 。 

标本 也 含有 DNA，, 但 是 由 于 取样 技术 的 原因 ， 
获取 标本 DNA 一 直 十 分 困难 。 如 果 能 够 在 技术 上 
取得 突破 ， 则 志 界 上 经 过 数 百年 积累 起 来 的 、 浩 如 
烟 海 的 动 植物 化 石 、 组 织 器 官 等 标本 中 所 包含 的 遗 
尾 信 息 就 能 得 以 利用 ， 那 将 为 人 类 打开 一 个 巨大 的 
信息 库 。 因 此 ， 标 本 DNA 的 研究 ， 在 世界 范围 内 
得 到 了 广泛 的 重视 。 

标本 DNA 的 研究 最 早 开始 于 我 国 。 早 在 1981 
年 ， 我 国 科学 家 就 对 出 土 于 湖南 长 沙 马 王 堆 汉代 古 
成 进行 了 核酸 的 分 离 和 鉴定 ( 王 贵 海 等 ，1981)。 
虽然 当时 并 未 引起 世人 的 注意 ， 但 毕竟 是 世界 上 最 
早 开展 对 标本 DNA 研究 的 首 例 ， 其 开创 性 已 得 到 
了 他 人 的 承认 (Paabo，1989)。 而 首先 将 标本 DNA 
用 于 生物 系统 学 研究 的 是 Higuchi et al. (1984)。 
他 们 从 博物 馆 已 收藏 140 4E BU REX? ( Equus quag- 
ga) 标本 的 肌肉 组 织 中 提取 了 DNA， 对 2 个 线 粒 
体 DNA (mtDNA》 进 行 了 克隆 和 测序 。 然 后 根据 
序列 结果 ， BERS. RAR HRA 
的 系统 发 育 树 。 认 为 班 驴 与 班 马 的 亲缘 关系 最 近 ， 
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与 马 或 驴 的 关系 较 远 。 这 项 工作 充分 证 明了 标本 
DNA 研究 的 可 行 性 和 重要 性 ,使 人 们 意识 到 利用 
标本 DNA TAS TIGE LER KAP RHR 
近 缘 物种 的 系统 关系 。 

伴随 着 PCR 技术 的 产生 和 测序 技术 的 不 断 完 
善 ,获取 标本 DNA 一 维 信息 的 技术 也 得 到 进一步 的 
发 展 。 如 今 几 乎 可 以 对 任何 生物 或 组 织 直 接 进 行 
DNA 方面 的 研究 ,包括 化 石 . 馆 藏 标本 等 。 在 现 有 
ERR fF PLE BD DR TEBCT AE 89 2 75 88 (Cooper, 
1994) , fcf E; FL BE .粪便 .气味 (White et al., 
1992; Morin et ai. ,1994; Zhang et al. , 1994; 3% E F 
=Æ 1995; Zhang, 1996; Ding et a/.,1998) ,动物 于 标 
本 . 液 浸 标本 等 大 量 馆 藏 标本 以 及 石 螨 切片 ,都 已 经 
成 为 遗传 学 研究 中 新 的 样品 来 源 。 在 介绍 如 何 提取 
标本 DNA 之 前 ,有 必要 先 介绍 标本 DNA 与 新 鲜 组 
织 DNA 的 差异 。 


1 标本 DNA 的 特性 


虽然 从 20 世纪 80 年 代 就 开始 了 标本 DNA 的 
研究 ， 成 功 提取 标本 DNA 的 报道 也 很 多 。 但 是 无 
论 采 取 何 种 提取 方法 ， 获 得 的 DNA RB RIK. H 
RR. A MEP PCR 扩 增 。 尽 管 许多 研究 
人 员 不 断 优化 提取 步 又， 但 获得 的 DNA 质量 一 直 
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没有 明显 改善 。 与 新 鲜 样 品 相 比 ， 标 本 DNA 的 质 
AHTS, Handt et al. (1994b, 1996) 用 PCR 
方法 定量 分 析 保 存 数 千年 标本 中 的 古代 DNA 含量 
的 结果 表明 : 在 保存 状态 较 好 的 情况 下 ， 每 毫克 十 
ERP ASA 2000 个 约 100 bp 长 的 线粒体 DNA 
(mtDNA) 片段 ， 与 新 鲜 样 品 相 比 ， 少 6 个 数量 级 
保存 一 般 的 古代 样品 ， 每 毫克 组 织 仅 有 10 ~ 40 个 
分 子 。 造 成 标本 DNA 质量 如 此 之 差 的 主要 原因 有 
以 下 几 点 : 
1.1 DNA 的 降解 

DNA 的 化 学 性 质 极 不 稳定 ， 可 以 通过 水 解 或 
氧化 作用 自发 降解 。 在 活体 细胞 中 ， 由 于 存在 完善 
的 修复 机 制 ，DNA 一 旦 受 换 ， 修 复 机 制 立 即 发 挥 
作用 ,使 DNA 完好 无 损 。 然 而 ， 机 体 死亡 后 ， 修 
复 机 制 不 再 存在 ，DNA RAH RE. BRE DE 
陪 气 变 成 尿 喀 啶 以 及 自发 的 脱 顺 叭 作用 、 使 DNA 
更 易 遭 受 羟 基 的 攻击 ， 引 起 DNA 链 水 解 而 出 现 缺 
E. 而 氧化 作用 又 破坏 碱 基 和 核糖 的 结构 、 引 起 
DNA 双 链 断裂 。 标 本 DNA 片段 较 短 ， 其 主要 原因 
Æ DNA 降解 。 
1.2 化 学 修饰 作用 

化 学 修饰 作用 广泛 存在 于 标本 DNA 的 4 种 碱 
基 上 。Austin et al. (19972 ) 的 研究 发 现 , 甲 基 化 是 
主要 的 一 种 碱 基 化 学 修饰 。 对 福 尔 马 林 闫 定 的 标本 
的 研究 表明 {Masuda et al . ,1999) ,一般 有 4096 RRR 
Te qc EH 3E E, AR Eh AMR, 另 
外 E ee EUER RS XE nT UR xd FP SEE ETE SK Lit 
而 阻止 PCR 反应 中 DNA 链 的 延伸 。 
1.3 DNA 与 蛋白 质 分 子 交 联 (cross-linking } 

用 蛋白 酶 消化 法 提取 标本 DNA 的 过 程 中 ， 最 
大 的 问题 是 大 部 分 标本 抗 重 白 酶 K 水 解 。 许 多 研 
究 表明 ， 这 主要 是 由 于 DNA 与 蛋白 质 分 子 间 交 联 
所 造成 的 。Kaufman et al. (2000) 的 实验 表明 ， 
福 尔 马 林 浸泡 使 线粒体 DNA. 与 蛋白 质 分 子 形成 交 
EK, 而且 温 泡 时 间 的 长 短 决 定 了 交 联 的 程度 。 福 尔 
GAMA DNA 产 率 较 低 ， 主 要 是 由 于 蛋 自 
E KAREK DNA - 蛋白 质 交 联 体 ， 所 以 大 部 分 
DNA 在 随后 的 抽 提 过 程 中 随 蛋 白质 一 起 被 去 除 。 
1.4 PCR 抑制 子 

研究 证 明 ， 在 标本 DNA 的 提取 物 中 有 PCR 抑 
制 子 的 存在 。 这 些 抑 制 子 是 随 DNA 一 起 从 标本 中 
抽 提 出 来 的 ， 其 成 分 十 分 复杂 ， 例 如 趾 啉 残 基 、 未 
知 盐 离 子 或 金属 离子 、 糖 降解 产物 等 。 这 些 抑 制 子 





是 Taq 酶 的 强力 抑制 剂 ， 一 般 采 用 稀释 法 可 以 降低 
抑制 剂 的 浓度 ， 但 稀释 法 同样 也 减少 了 DNA 的 含 
量 , 会 导致 PCR 反应 失败 。 现 在 一 般 采 用 DNA 选 
择 性 沉淀 法 去 除 PCR 的 抑制 子 ， 


2 标本 DNA 的 提取 


根据 以 上 标本 DNA 的 特性 及 其 原因 ,不 同 的 实 
验 室 发 展 了 许多 提取 方法 .大体 包 括 以 下 步 又 。 
2.1 样品 需要 量 及 其 前 处 理 

有 效 的 核酸 提取 是 开展 遗传 学 研究 的 前 提 .。 为 
TRIE DNA 提取 成 功 ， 使 用 标本 提取 DNA, HE 
mie BAUR, WEAR EDE 
in, 通常 需要 0.5 g; 馆藏 的 干 制 或 浸 液 标本 ， 需 
要 0.1~0.2g; 而 石蜡 切片 则 需要 5 片 左右 。 对 于 
这 些 样品 ， 由 于 存放 时 间 、 保 存 状态 各 不 相同 ， 都 
需要 对 它们 进行 不 同 的 前 处 理 才 能 肥效 地 提取 
DNA。 

对 于 化 石和 于 标本 (EK, BH. BERS), 
由 于 多 保存 在 自然 环境 下 或 由 手工 制作 而 成 ， 前 处 
理 主要 是 防止 和 减少 外 源 DNA 污染 的 可 能 性 { 主 
要 是 环境 微生物 、 制 作者 和 制作 过 程 的 DNA 及 实 
验 环境 原 有 的 DNA 污染 )。 其 前 处 理 过 程 相 对 比较 
简单 ， 一 般 去 除 样品 表面 5 mm HB, RAR 
内 部 部 分 ; 而 毛发 标本 的 处 理 是 用 7596 B £L BRE 
液 反 复 清洗 ， 以 减少 外 源 DNA 污染 的 可 能 性 . 

石蜡 切片 在 提取 DNA 前 一 般 要 进行 脱 螨 处 理 。 
常 使 用 的 方法 有 2 RR. MRR A 
法 。 加 热 脱 蜡 法 就 是 用 加 热 法 除去 包 埋 样品 的 石 
BÉ. m 8 AE ELS TA M E E URBI FI AERA 
蜡 ， 然 后 用 一 系列 不 同 浓度 (HERH) ByZEBGE 
液 使 样品 水 化 。 

温 液 标本 的 前 处 理 过 程 相 对 较 复杂 根据 不 同 
的 漫 泡 液 ,其 处 理 过 程 也 大 不 相同 。 哥 存 于 7596 Z. 
醇 中 的 标本 不 需 经 过 前 处 理 过 程 可 直接 用 于 DNA 
提取 ;而 用 浓度 大 于 75% 的 乙醇 溶液 保 存 的 标本 ， 
—J FH 2 1B 7K EL 30 min, 让 其 水 化 后 才能 提取 
DNA。 太 部 分 漫 液 标本 保存 于 福 尔 马 林 中 , 自 于 福 
尔 蕊 林 对 蛋白 酶 有 换 制 作用 ,所 以 其 前 处 理 要 尽量 
去 除 标本 中 残存 的 福 尔 马 林 。 基 于 这 一 思路 ,摸索 
了 以 下 4 种 方法 , 候 用 高 浓度 的 乙醇 浸泡 并 换 液 2 
~3 次 (间隔 12h) ,替换 出 标本 中 残存 的 福 尔 马 林 ， 
然后 再 用 一 系列 由 高 到 低 不 同 浓度 的 乙醇 溶液 使 样 
品 水 化 ( 庞 峻 峰 等 , 待 发 表 }。 回 用 高 浓度 的 TE X 
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作为 替换 液 。 肖 武汉 等 (1997) 用 过 基 的 高 浓度 
TES .0 (500 mmol/L Tris, 200 mmol/L EDTA, 10 
mmol/L NaCl, pH9.0) 浸 泡 标 本 24 h (12 h 换 液 一 
次 ) ,同时 认为 高 浓度 和 高 pH HS RR DNA 有 
保护 作用 ,有 利于 DNA 的 提取 。 QEF RAPA 
da^ Hoa se. RISUS SOR RH SUSCI). 
Shedlock et af. (1997) FA CTE ( 100 mmol/L Gly, 10 
mmol/L Tris, 1 mmol/L EDTA 38 fp Æ LA p c HE s 
本 中 残存 的 福 尔 马 林 。 轩 用 常用 的 TE Rares 
换 标本 中 残存 的 福 尔 马 林 (Kosel & Graeber, 1994). 
2.2 DNA 的 提取 

样品 经 过 前 处 理 后 ,对 于 一 般 用 于 PCR 方法 分 
析 的 标本 DNA, H DNA 提取 方法 可 以 分 为 5 种 : 
2.2.1 标准 提取 法 ”所谓 的 标准 提取 法 实际 上 就 
是 蛋白 酶 K 消化 后 用 酚 .氯仿 去 除 蛋 白质 的 抽 提 方 
ik. 到 目前 为 止 ,大 部 分 报道 过 的 标本 提取 法 均 属 
于 这 种 或 对 此 法 稍 加 修改 ,涉及 到 的 标本 有 干 制 动 
物 皮 张 (Paabo & Wilson, 1988; Thomas et al. , 1989; 
Thomas et al . ,1990; 崔 雨 新 和 王小明 ,2000) .病理 
标本 【Kosel & Graeber, 1994; Savioz et al., 1997; 
Coombs et al., 1999; Masuda et al., 1999; Serth et 
al . ,2000) .古代 植物 种 子 (Goloubinoff et af. ,1993) 、 
骨骼 标本 (Wickham et al. , 2000). RRA Wine 
(Shedlock et al.,1997) #@, EA. TRF (Zhang 
et al . , 1994; 35K E 35€ , 1995; Zhang, 1996; Poinar et 
al.,1998;Ding et à1.,1998 ), 26323259, RAM K 
的 用 量 与 最 终 DNA 的 得 率 成 正比 (Kosel & Grae- 
ber ,1994; Diaz-Cano & Brady ,1997) ,在 消化 过 程 中 
加 入 还 原 剂 ( 芍 基 乙 醇 或 二 硫 苏 精 醇 DDT) 似 乎 可 
以 提高 DNA 的 得 率 ({Paabo,1989)。 一 般 用 乙醇 沉 
淀 DNA 或 用 透析 法 浓缩 DNA, FRU, Kosel & Grae- 
bert1994) 认 为 用 这 种 方法 提取 标本 DNA, PCR 抑制 
剂 会 与 DNA 一 起 被 抽 提 出 来 ,影响 后 面 的 PCR 反 
应 。 
2.2.2 Chelex?100 法 Chelex®100( BioRad) J£ — fà 
整合 树脂 ,可 以 直接 用 于 总 DNA 的 提取 。Chelex 
100 与 标准 提取 法 相 比 ,在 DNA 产 率 上 有 所 降低 。 
为 了 提高 DNA 的 产 率 , 标本 常用 蛋白 酶 K 消化 后 ， 
加 入 Chelex®100 3€ 96 RAMA MRE EA IR 
及 其 他 杂质 ,冷却 后 离心 所 得 上 清 液 可 直接 用 作 
PCR 的 模板 (Walsh et al .,19914 陈 永久 等 ,1999;Su 
et al., 1999), FEAR K 消化 过 程 中 加 入 DDT 或 
篇 基 乙 醇 可 以 增加 DNA 得 率 ， 毛 发 和 陈旧 皮 张 常 


用 此 法 提取 DNA, Coombs et al. (1999) 的 研究 表 
明 , 用 该 法 从 福 尔 马 林 标本 中 提取 DNA. 的 成 功率 几 
乎 是 百分之百 。Zhang et al. 《1994), 张 亚 平 等 
(1996) 用 本 法 成 功 地 从 大 熊猫 的 毛发 中 提取 了 
DNA ,并 用 于 大 熊猫 微 卫星 DNA AOE 
2.2.3 +tARH=ZERKLE(CTAB)H CTAB 
裂解 提取 法 常用 于 新 鲜 植物 组 织 的 DNA 提取 。 近 
年 来 ,本 法 也 逐步 用 于 动 植物 标本 和 化 石 DNA 的 提 
Hk. 刘波 等 (1999) 用 本 法 分 别 对 稻 蝗 ( Ozya ) 的 干 
标本 和 酒精 浸泡 标本 的 DNA 进行 提取 并 获得 了 满 
意 结果 。Yang et a1. (1997) HF 3 种 方法 提取 了 
Proboscidean 的 化 石和 馆藏 标本 的 DNA, 认 为 用 
CTAB 法 提取 化 石 DNA 的 成 功率 最 高 。 房 经 贵 等 
(2000) 用 本 法 从 已 经 情 藏 1 年 半 的 番 荔 时 中 提取 出 
iit PCR 扩 增 的 DNA, 
2.2.4 Gi MAL (CuSCN)% Boom et al. (1990) 
根据 在 有 高 浓度 的 GuSCN 2&4 FREE EL 
结合 并 在 较 高 温度 下 被 洗 脱 出 的 特性 ,建立 了 一 种 
简便 、 快 速 可靠 的 核酸 分 离 纯 化 方法 。Hoss & 
Pabbo( 1993) 对 此 法 进行 了 改进 并 用 于 化 石 标本 的 
DNA 提取 ,所 得 到 的 DNA 基本 上 没有 可 检测 到 的 
抑制 物 。 
2.2.5 玻璃 珠 法 Cano et al. (1993) 描述 了 从 
HARARET EG, RRA Ria PR 
取 DNA 的 简便 方法 。 此 法 只 需 在 粉碎 的 样品 由 加 
入 混和 有 细小 玻璃 粉 的 缓冲 液 ， 利 用 玻璃 粉 对 
DNA 的 吸附 作用 ， 在 SSCA 1h 后 把 玻璃 粉 转 
移 到 新 管 中 ， 利 用 低 浓度 的 TE 缓冲 液 从 玻璃 粉 上 
洗 脱 DNA。 他 们 认为 此 法 快速 简便 ， 可 以 有 效 的 
从 样品 中 提取 足够 量 的 DNA 用 于 PCR 反应 。 
2.2.6 ABR AME REAA RAR K 消化 而 
直接 煮沸 样品 ， 离 心 后 的 上 清 液 用 于 PCR 反应 。 
Frank er af. (1996) 比较 了 3 种 福 尔 马 林 标 本 
DNA 提取 方法 : 只 在 不 含 离子 去 污 剂 的 缓冲 液 中 
用 蛋白酶 K 消化 样品 后 ， 用 加 热 法 灭 活 蛋 白 酶 K， 
离心 后 的 上 清 液 可 直接 用 于 PCR 扩 增 。 全 用 超声 
波 粉 碎 样 总 后 ， 用 蛋白 酶 K Aha KE. OAR 
法 。 他 们 认为 第 1 种 方法 提取 的 DNA 质量 最 好 ， 
而 第 3 种 方法 与 标准 提取 法 的 效果 相当 ， 可 以 节省 
DNA 提取 时 间 。 

有 效 的 楼 酸 提 取 方 法 是 开展 分 子 系 统 学 研究 的 
前 提 。 从 标本 中 提取 DNA 是 分 子 遗 传 学 研究 的 第 
1 步 , 但 是 不 同 的 标本 、 同 一 标本 的 不 同 组 织 ， 或 
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不 同 保存 方法 的 材料 、 在 提取 DNA 时 都 会 出 现 难 
以 预料 的 问题 。 虽 然 目 前 已 经 发 表 了 很 多 提取 标本 
DNA 的 方法 、 但 是 迄今 为 止 还 没有 一 种 通用 的 提 
取 方 法 适用 于 所 有 的 标本 DNA 提取 。 因 而 不 同 的 
标本 应 根据 标本 保存 状态 和 不 同 的 实验 目的 选取 不 
同 的 提取 方法 ， 才 能 保证 研究 的 顺利 进行 。 


3 标本 DNA 的 扩 增 


由 于 标本 在 保存 过 程 中 ,存在 DNA 降解 严重 ， 
残存 的 DNA 分 子 仅 以 短片 段 和 的 形式 存在 ,以 及 
DNA 链 上 又 存在 各 种 损伤 的 原因 。 尽 管 对 标本 
DNA 的 研究 最 早 采 用 的 是 分 子 克隆 的 方法 (Higuchi 
et al. ,1984), 而 标本 DNA 自身 和 克隆 技术 又 有 缺 
陷 {Paabo et a1. , 1989; Shedlock er af . , 1997), Aik, 
分 子 克 隆 很 快 被 PCR 技术 所 取代 。 

3.1 扩 增 策略 和 条 件 

迄今 为 止 ,所 有 标本 DNA 研究 采用 的 PCR 扩 
增 的 主要 策略 是 ;由 选取 拷贝 数 多 的 基因 ,例如 线 粒 
体 基 因 或 核 基 因 组 中 的 核糖 体 RNA 基因 - 选取 这 
类 基因 进行 研究 有 很 多 优点 ,尤其 是 样品 十 分 稀少 
的 情况 下 ,用 最 少量 的 样品 就 可 以 保证 PCR 扩 增 成 
功 。 扩 增 单 拷贝 基因 的 研究 尚 不 多 见 (Shedlock et 
al .,1997)。 人 名 选取 保守 性 较 强 的 片段 。 在 对 化 石 
DNA 的 研究 中 一 般 选 取 这 类 基因 ,使 结果 易于 比较 
并 有 系统 学 意义 。 司 扩 增 短片 段 。Kosel & Graeber 
(1994) 认 为 一 般 福 尔 马 林 标 本 的 扩 增 片段 不 宜 超过 
300 bp ,化 石 标本 的 扩 增 片段 则 更 短 (Paabo, 1990), 
虽然 Wickham et al.(2000) 从 石蜡 包 埋 的 骨骼 标本 
中 扩 增 得 到 长 度 超过 600 bp 的 DNA 片段 ,但 是 从 
标本 中 扩 增 较 长 DNA 片段 却 十 分 困难 。 

无 论 采 用 何 种 核酸 抽 提 法 ,在 提取 过 程 中 , 常 有 
一 些 不 明成 分 和 DNA 一 起 被 提取 出 来 ,从 而 抑制 
Taq 酶 的 活性 ,影响 PCR 扩 增 。Paabo(1990) 报 道 在 
PCR 反应 混和 物 中 加 入 牛 血 清白 蛋白 ‘BSA) 可 以 阻 
JE it Fh Bl HE FAs 但 Taylor (1996) 在 研究 猛 狗 
( Mammuthus primigenius )DNA 时 认为 分 子 生物 学 级 
的 BSA 可 能 携带 有 牛 的 mtDNA, Æ PCR 反应 中 如 
A BSA 可 能 会 产生 错误 的 结果 。 目 前 PCR 反应 所 
使 用 的 缓冲 液 中 一 般 含 有 1.0% 与 BSA 作用 相同 的 
Triton X — 100, 在 PCR 反应 体系 中 可 以 不 用 加 人 
BSA. 

由 于 标本 DNA 广泛 存在 的 各 种 修饰 ，PCR £P 
增 的 成 功率 不 高 。Rogan & Salvo (1990) 的 研究 表 





8j. 用 能 越过 DNA 修饰 部 位 的 DNA RAS I 的 
Klenow 片段 进行 古 DNA 的 复制 ， 可 以 增 大 PCR 扩 
增 的 成 功率 。 一 般 采 用 Hot-start PCR 与 Touchdown 
PCR HAMAS, E PCR 扩 增 三 利 进行 OE IR i 
等 ， 待 发 表 )。 但 是 在 PCR 反应 中 常会 通 到 以 下 情 
况 : 所 用 的 引物 在 新 鲜 样 品 DNA 的 PCR 扩 增 中 能 
得 到 扩 增 产物 ， 在 标本 DNA 中 却 不 能 得 到 扩 增产 
物 。 通 过 设计 新 引物 或 采用 nest PCR 技术 有 助 于 
解决 这 一 问题 。 

3.2 存在 的 问题 

3.2.1 外 源 DNA 污染 由 于 PCR 技术 十 分 灵敏 ， 
从 理论 上 甚至 可 以 对 只 有 1 个 拷贝 的 DNA 片段 进 
行 扩 增 ,所 以 PCR 技术 已 经 成 为 标本 DNA 研究 的 
关键 技术 。 然 而 ,由 于 研究 材料 的 特殊 性 ,首要 问题 
是 防止 外 源 DNA 污染 。 在 分 析 标 本 DNA 了 的 过 程 
中 ,非常 容易 发 生 外 源 DNA 污染 {Cooper & Wayne, 
1998)。 所 以 在 取材 ,样品 处 理 ,提取 及 PCR 扩 增 等 
每 一 个 环节 ,环境 微生物 DNA .实验 者 DNA 及 实验 
ZRA DNA 都 可 能 对 样品 造成 污染 。 因 此 ,在 实验 
的 每 一 步 操作 中 ,除了 要 严格 无 菌 操作 外 ,必须 在 研 
究 过 程 中 设置 阴性 提取 对 照 并 贯穿 于 研究 过 程 的 始 
Zt. ERR MAME FH JG ER KAR .与 所 
要 提取 DNA 的 标本 一 起 进行 前 处 理 ,.DNA 提取 及 
随后 的 PCR 扩 增 (Thomas.、1994)。 

3.2.2 扩 增 假象 ” 扩 增 化 石 标 本 DNA 时 容易 产生 
Jumping PCR MÆ (Paabo et al.，1990)， 如 果 研 
究 的 是 mtDNA ， 利 用 这 一 现象 也 许可 以 获得 完整 
的 扩 增 片段 。Jumping PCR 很 容易 造成 基因 的 体外 
重组 ， 所 以 对 于 一 些 长 的 扩 增 片段 ， 必 须要 有 序列 
村 别 验证 和 排除 过 程 。 


4 标本 DNA 测序 


随 着 人 类 基因 组 计划 的 展开 ， 测 序 技术 不 断 完 
善 。 现 在 常用 的 测序 方法 分 为 2 种 ; 直接 测序 法 和 
克隆 测序 法 。 扩 增 后 的 PCR 产物 经 纯化 后 可 以 用 
这 2 种 方法 测序 。Handt et af. (1994a) 指出 ， 标 
本 DNA 最 好 采用 直接 测序 法 以 避免 将 PCR 的 错 配 
RUA DNA 序列 上 的 点 突变 。 如 果 必 须 通 过 克 
隆 测 序 ， 一 定 要 筛选 大 量 的 克隆 子 进行 反复 的 测序 
检验 。 


5 标本 DNA ARF 
尽管 我 们 可 以 利用 PCR 技术 对 标本 DNA 进行 
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pit, GRAF PCR 自身 的 特点 ， 即 使 在 研究 过 
程 中 采取 严格 的 措施 防止 外 源 DNA 污染 ， 还 是 可 
能 会 产生 假 阳 性 结果 ， 所 以 结果 的 验证 和 对 别 非常 
重要 。 另 外 、PCR 扩 增 的 成 功 并 不 意味 着 已 经 获 
得 了 标本 DNA. KH DNA 片段 在 没有 测序 之 前 
均 不 能 判断 其 来 源 ， 所 以 阴性 对 照 持 续 阴 性 也 不 能 
成 为 关键 的 骤 别 标准 (Cooper，1994)。 一 般 获得 
测序 结果 后 ， 常 用 以 下 方法 对 DNA 序列 进行 甄别 ， 
以 保证 结果 的 可 靠 性 与 淮 确 性 。 
5.1 实验 结果 的 可 重复 性 

实验 结果 是 否 具有 重复 性 是 检验 所 扩 增 的 标本 
DNA 的 关键 因素 。 一 般 可 重复 性 指 以 下 几 个 方面 
R, 1995): 由 在 同一 生物 个 体 中 不 同时 间 提 到 
及 扩 增 出 的 同 段 基 因 片 段 的 序列 应 相同 ; @ 同 一 生 
物 个 体 中 不 同 部 位 (组 织 》 中 的 同一 段 DNA 序列 
应 相同 ; 全 从 同一 种 生物 的 不 同 个 体 中 所 获取 的 序 
列 应 当 相 同 或 十 分 相近 ， 差 异 应 处 于 种 群 变 异 的 范 
国之 内 ; 名 从 同一 产地 的 不 同 材料 中 提取 和 扩 增 的 
DNA 应 有 一 定 的 成 功率 。 标 本 DNA 研究 常 采 用 不 
同 实验 室 痢 立 取 样 原则 《Handt et al, 1994a) 或 
双 盲 法 (blind testing) (Yang et al., 1997) 进行 
研究 。 由 于 双 盲 法 是 取样 和 实验 操作 分 别 由 不 同 的 
人 员 完 成 ， 如 果 出 现 污染 可 以 立即 找 出 污染 源 ， 增 
HA DNA 的 可 靠 性 ， 而 且 使 实验 结果 具有 
可 重复 性 。 
5.2 序列 同 源 性 比较 

如 果 所 研究 的 标本 有 标准 序列 报道 或 有 新 鲜 标 
本 的 序列 ， 可 以 通过 序列 同 源 性 的 比较 来 甄别 所 研 
究 标本 DNA 的 可 靠 性 。 目 前 几乎 所 有 的 标本 DNA 
李 别 均 使 用 这 一 方法 。 但 是 杨 洪 〈1995) 认为 如 果 
单纯 用 本 方法 杜 别 化 石 DNA， 可 能 会 导致 错误 的 
判断 。 
5.3 系统 发 育 分 析 

DNA 序列 的 系统 发 育 分 析 是 目前 为 止 甄别 标 
本 DNA 序列 最 有 效 的 方法 , 即 扩 增 的 标本 DNA 一 
般 应 该 与 现存 近 缘 物种 的 相应 序列 在 重建 的 系统 树 
ER WRK AR, Yang et al.(1997) 的 研究 证 明 、 
从 乳 齿 象 ( Mammut americanum ) $0 k $8 ZR. ( Mam- 
muthus primigenius ) 中 获得 的 DNA 在 系统 树 上 的 位 
置 与 其 近亲 亚洲 象 ( Elephas maximus ) RIE WR 
( Loxodonta africana ) 接 近 。Hedges et al .(1995)3 个 
实验 室 独 立 对 Woodward et al. (1994) 获 得 的 您 龙 





m mx b 序列 的 系统 发 育 分 析 结 果 表 明 ，, Wood- 
ward etal. (1994) Jk (B t] 3X JE SRL ELE 3X. 5 序列 与 人 
HAAR b 序列 接近 ,而 与 息 行 动物 或 鸟 类 的 
关系 较 远 ,因此 ,Hedges et al .(1995) 认 为 可 能 是 在 
取样 或 实验 操作 中 人 为 污染 造成 的 。 


6 标本 DNA 的 时 限 


标本 DNA ,尤其 是 其 中 的 化 石 DNA 是 否 具 有 
时 代 的 上 限 ? 这 个 问题 从 标本 DNA 研究 开始 就 存 
在 争议 ,到 目前 为 止 尚 无 定论 。Savioz et al .( 1997) 
的 结果 表明 ,从 保存 于 福 尔 马 林 中 达 70 余年 的 脑 组 
织 标本 中 提取 的 DNA 可 以 成 功 地 用 于 PCR 扩 增 。 
从 保存 数 千 年 的 古 忆 中 也 成 功 地 提取 到 了 DNA 
(Cooper, 1994), Poinar et al. (1996) X A ÆR ^b 3i 
旋 作 用 的 研究 表明 ,化石 DNA 的 保存 年 限 不 会 超过 
IO 万 年 ,但 Poinar et al. 指出 保存 在 驴 珀 中 的 昆虫 
标本 可 能 例外 。 虽 然 Cano et a1. (1993) 488, thf] 
CHB 4 29 1.2 (b 5E 8*9 SX db p ag m n 
( Libanorhinus succinus ) F 38 R DNA ,但 是 Walden 
& Robertson ( 1997 ) fl Austin et al. (1997b) HHH 
DNA SC 3% EH. [6 HK AB ARE MEI ng 
昆虫 中 获得 DNA。 因 此 ,他 们 都 认为 从 保存 时 间 超 
过 10° FSA PHM DNA 是 不 可 能 的 。 


7 标本 DNA 研究 展望 


标本 DNA 研究 发 展 十 分 迅速 ,并 且 已 经 取得 了 
4 AHA RE. Thomas et al .( 1989) F) FASE CER 
本 对 已 灭绝 的 澳大利亚 和 袋 狼 ( Thylacinus cyno- 
cephalus) 的 研究 表明 , ARAA RAR 
( Carnivorous marsupials ) 为 表 形 趋同 进化 。Krings et 
al . (1997) X1 Jg ERER A ( Neandertals ) 的 遗骸 线粒体 
DNA 研究 表明 , 尼 安 德 特 人 并 未 对 现代 人 的 基因 库 
有 所 贡献 ,只 是 现代 和 人 的 旁 系 远亲 。 这 一 研究 成 果 
被 《Sciencey 杂 志 评 为 199 年 十 大 科学 成 就 之 一 。 
20 世纪 以 来 , 随 着 物种 灭绝 、 生 境 的 片段 化 加 剧 ,从 
野外 采集 新 鲜 样本 将 越 来 越 困 难 。 因 此 保存 标本 已 
经 成 为 开展 生物 系统 与 演化 研究 的 宝贵 资源 。 同 时 
也 应 该 看 到 ,目前 对 标本 DNA 性 质 的 了 解 还 远 远 不 
UE ,提取 方法 还 有 待 于 进一步 改进 。 随 着 分 子 生 物 
学 研究 的 不 断 深入 ,各 学 科 的 密切 合作 ,最 终 会 在 标 
本 DNA 的 研究 上 取得 新 的 突破 。 
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Abstract; Old sample DNA is a important heritage re- 
source, and frequently used in the research of origin 
and evolution of life. Here we introduced the studying 


aspects of old sample DNA, including the characteris- 


tic, the extraction methods, PCR amplification, se- 
quencing. the criterion of authenticity and the ad- 
vances of its utility in life science research. We also 


discussed the problems in the old sample DNA studies. 
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